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RESUMO 
 
A ionização  Ventury Easy Ambient Sonic Spray (V-EASI) é uma fonte de ionização 
mais branda do que a electrospray (ESI) derivada do Sonic Spray (SSI). Até agora 
ela foi  pouco explorada, usada apenas para análises qualitativas. Este estudo é 
uma prova da potencialidade de um sistema de cromatografia líquida acoplada à 
espectrometria de massas (LC-MS) usando a fonte V-EASI aplicada no 
desenvolvimento de um método quantitativo para determinação de bixina, um 
corante natural de urucum (Bixa orellana L.) sensível à alta tensão e temperatura. A 
quantificação foi realizada em um sistema de LC-MS utilizando uma bomba 
cromatográfica manual e isocrática Waters 510 acoplada à fonte V-EASI, o 
espectrômetro de massas quadrupolar (LCMS Shimadzu 2010) e coluna C18. Para a 
validação, seguiu-se o guia de validação da Agência Americana para Alimentos e 
Drogas (FDA) . O método foi desenvolvido e otimizado usando o modo 
Monitoramento de ìon Selecionado (SIM) para o íon de m/z 199 (ácido láurico) e íon 
de m/z 393 (bixina) por V-EASI (-). Encontrou-se com a otimização a melhor 
condição de análise, a saber: 6 Bar de fonte, analisador MS e bloco à temperatura 
de 250 ° C, voltagem detectora de 1,50 kV, corrida cromatográfica realizada com 
fase móvel de metanol e ácido acético com 0,05% ácido acético, ( v/v ) no qual 
padrão interno elui a 3,8 min e bixina em 4,4 min. Os resultados de validação 
mostraram um intervalo linear de 0,07 a 10 mg L-1, limite de detecção e quantificação 
de 0,02 e 0,07 mg L-1, respectivamente. A precisão interdia e intradia foi de 4,5% e 
8,6%, respectivamente. O método também foi considerado exato em concordância 
com o método oficial por cromatografia líquida, fornece resultados estatisticamente 
iguais e mostrou ser um método seletivo com efeito matriz minimizado. O método 
abre a perspectiva de um novo sistema visando a quantificação de compostos 
sensíveis à alta tensão e temperatura e pode ser uma nova possibilidade para as 
ciências ômicas. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Ventury Easy Ambient Sonic-Spray ionization (V-EASI) is a softer ionization source 
than electrospray (ESI) derived from Sonic Spray (SSI). Until now it has been little 
explored, used only for qualitative analyses. This study is a proof of concept of an 
LC-MS system using the V-EASI source applied to develop a quantitative method for 
bixin, a natural dye from annatto (Bixa Orellana L.) sensitive to high voltage. The 
quantification was performed in LC-MS system using a Waters 510 chromatographic 
pump coupled with V-EASI source and a quadrupole-mass spectrometer (LCMS 
Shimadzu 2010), and a C18 column in the measurements. For the validation, the 
FDA guidance was employed. The method was developed and optimized using the 
SIM mode for the ion of m/z 199 (lauric acid) and ion of m/z 393 (bixin) by V-EASI(-). 
The best analytical condition, as follow: 6 Bar of source, MS analyzer and block at 
the temperature of 250 °C, detector voltage of 1.50 kV, isocratic chromatographic run 
with methanol and (0.05% acetic acid, v/v). The internal standard where internal 
standard eluted at 3.8 min and bixin at 4.4 min. The validation data showed a linear 
range of 0.07 to 10 mg L-1, limit of detection and quantification of 0.02 and 0.07 mg L-
1, respectively. The interday and intraday imprecision were 4.5% and 8.6%, 
respectively. The method also was considered accurate in an agreement with the 
official method by HPLC-DAD, it provides statistically equivalent results and has been 
shown to be a selective method with no matrix effect. The method opens the 
perspective of a new system aiming the quantification of sensitive compounds and 
may be a new possibility for omics sciences. 
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1. Introdução 
1.1 Cromatografia Acoplada à Espectrometria de Massas  
 
A cromatografia e a espectrometria de massas (MS do inglês mass 
spectrometry) são técnicas complementares, pois podem ser acopladas com ganhos 
em seus parâmetros analíticos sem comprometimento dos mesmos quando 
comparadas com cada uma isoladamente. 
   
A MS quando acoplada à cromatografia tem ganhos na redução do efeito 
matriz e da supressão iônica. Ambas as interferências podem influenciar em 
parâmetros importantes como na identificação, seletividade, sensibilidade, exatidão 
e precisão. Esse efeito ainda é de mecanismo desconhecido, contudo o mais aceito 
é o da competição dos íons na fonte de ionização, onde as espécies mais ionizáveis 
ou em maior concentração podem suprimir o sinal do analito de interesse. Dessa 
forma, separar a espécie de interesse dos outros compostos usando a cromatografia 
reduz a competição e, por consequência, o efeito matriz e a supressão iônica 
(Trufelli et al. 2011), (Gosetti et al. 2010), (Annesley 2003). 
 
Por sua vez, a cromatografia quando acoplada à MS pode fornecer 
informações sobre a razão entre massa e carga (m/z), uma informação universal, a 
estrutura através da análise sequencial, e sobre a fórmula molecular através da 
análise da massa exata com o uso de alta resolução. Com essas informações, há 
ganhos na identificação de compostos, permitindo a discriminação das diferentes 
espécies que podem coeluir numa separação cromatográfica, um fenômeno de 
grande probabilidade de ocorrência (Davis and Giddings 2002). Além disso pode 
atingir limites de detecção e quantificação menores. Dessa forma tal acoplamento 
resulta em ganhos em parâmetros como seletividade e detectabilidade (Niessen 
2006), (Edmond de Hoffmann 2007).  
 
Em função das vantagens do acoplamento de ambas as técnicas, ele sempre 
foi visto com grande interesse para resolver muitos problemas analíticos. No caso do  
acoplamento da cromatografia á gás (do inglês gas cromatography - GC) e a 
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espectrometria de massas (GC-MS) seu desenvolvimento e comercialização foi 
rápido, ocorreu durante a década de 1960 devido a compatibilidade da interface 
disponível na época, a ionização por elétrons (do inglês Electron Ionization - EI) 
(Watson 1998).  
 
A EI usa um feixe de elétrons que interage com as ligações de moléculas na 
fase gasosa excitando os elétrons e formando íons na fase gasosa. Devido ao 
processo de ionização de EI demandar de íons moléculas em fase gasosa e a GC 
fornecem moléculas em fase gasosa seu acoplamento foi compatível. 
 
Porém, no caso da cromatografia líquida (do inglês liquid cromatography - 
LC),  uma técnica de separação de compostos não voláteis, foi necessário 
desenvolvimento de novas interfaces, para converter moléculas neutras em solução 
em íons na fase gasosa.  
 
A primeira tentativa de criar o acoplamento de LC-MS se deu através do uso 
interfaces análogas às de GC-MS, porém, a interface entre o ambiente de alto vácuo 
do interior do espectrômetro de massas não era compatível com a inserção de altas 
vazões de líquidos, limitando a faixa de massa a ser analisada, comprometendo 
parâmetros analíticos e gerando problemas de manutenção (Arpino 2006).  
 
 Alternativas de interface foram testadas no sentido de reduzir a vazão de 
fase líquida inserida nos espectrômetros de massas, como o termospray,  
(Heeremans et al. 1989), (Asensio-Ramos et al. 2009, Schmelzeisen-Redeker, et al. 
1989), e o bombardeamento de átomos de fluxo contínuo (do inglês fast atom 
bombardment FAB), que tiveram breve sucesso, foram até mesmo comercializados, 
mas ainda apresentavam problemas de com alta vazão de solvente, uso de aditivos 
não voláteis, ionização, manutenção e reprodutibilidade, (Asensio-Ramos et al. 
2009, Schmelzeisen-Redeker et al. 1989), (Kokkonen et al. 1990), (Ito et al. 1985). 
 
O maior avanço no acoplamento de LC-MS foi com o desenvolvimento das 
fontes de ionização à pressão ambiente, que em vez de inserir o analito e promover 
a ionização no ambiente em alto vácuo, realizam a ionização à pressão ambiente e 
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utilizam um sistema de aumento do vácuo gradativo usando várias interfaces cada 
uma com sua própria bomba de vácuo, promovendo o aumento do vácuo de forma 
gradativa (Edmond de Hoffmann 2007), conforme é apresentado na Figura 1, 
(Horning et al. 1974), (Carroll et al. 1975).  
 
 
 
Figura 1. Processo de transferência de íons da fonte de ionização  á pressão 
ambiente para o analisador em alto vácuo (Edmond de Hoffmann 2007)  
 
Dentre as fontes de ionização ambiente o electrospray (ESI) (Yamashita and 
Fenn 1984), foi a que teve melhor desempenho, por ser capaz de ionizar moléculas 
de até 2000 Da. Essa vantagem vem de seu processo de ionização. Ele transfere 
íons já existentes em solução, promovendo um spray com um gás de nebulização ao 
mesmo tempo em que aplica uma alta tensão na ponta do spray, com polaridade 
contraria ao íon de interesse para neutralizar seu contra íon. É formado um spray 
com gotas monopolares, o solvente é evaporado por perder energia térmica para o 
meio e pela secagem do spray, aumentando a densidade de carga até que as forças 
repulsivas se sobreponham à tensão superficial e haja a explosão coulômbica, 
transferindo os íons em solução para a fase gasosa. Esse processo é apresentado 
na Figura 2.  
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Figura 2. Processo de transferência de íons em solução para a fase gasosa pela 
fonte de electrospray (Banerjee and Mazumdar 2012) 
 
Com essa técnica, a interface de LC-MS atingiu grande sucesso sendo 
aplicada em diversas áreas como farmacologia, toxicologia, ciências forenses  
(Maurer 2005), (Peters 2011), ciências ômicas (Qian et al. 2006), (Vuckovic 2012), 
ciência dos alimentos (Malik, et al. 2010), química ambiental (Petrovic et al. 2010),  
entre outras, o ESI tornou obsoletas as fontes de ionização anteriores às fontes de 
ionização à pressão ambiente. 
1.2 Sonic Spray 
 
Atualmente, existem mais de 30 fontes de ionização que também atuam à 
pressão ambiente e transferem íons em solução para a fase gasosa. O 
funcionamento dessas fontes de ionização pode ser dividido segundo dois princípios 
básicos, neutralização do contra íon ou separação dos íons (Teunissen and Eberlin 
2017).  
 
Dentre essas fontes de ionização, um grupo se destaca por não utilizar  
nenhuma fonte adicional de energia como alta tensão, calor ou ultrassom, por isso é 
considerada uma ionização mais branda, que é o grupo de fontes derivadas do 
Sonic Spray (SSI) (Hirabayashi, et al. 1994). SSI promove a separação dos íons em 
solução utilizando um spray de alta pressão por um mecanismo de perturbação 
mecânica abrupta.  
 
22 
 
 
 
Na Figura 3, são apresentadas as diferenças dos dois princípios de 
transferências de íons para a fase gasosa. Na Figura 3 (a), através do uso de 
voltagem, o contra íon é neutralizado e são formadas gotas com íons carregados 
com mesma carga, essas gotas sofrem evaporação do solvente ficando menores até 
serem ejetadas da gota por uma explosão coulômbica.  
 
Por sua vez, na Figura 3 (b), é apresentado o princípio de separação de 
cargas pelo uso do SSI. Ele faz uso de um spray de alta pressão, ocorrendo a 
ruptura rápida das ligações intermoleculares da solução, por um processo de 
expansão adiabática (Chapman 1938), promovendo uma nebulização bipolar, 
resultando num desbalanceamento estatístico das cargas, onde há gotas de ambas 
as cargas, porém algumas com mais cátions e outras com mais ânions. Essas gotas 
reduzem seu tamanho por um processo semelhante ao do ESI, onde há a 
evaporação do solvente até atingirem um tamanho que a força repulsiva das 
espécies de mesma carga provoca uma explosão coulômbica ejetando os íons em 
solução para a fase gasosa. 
 
     
 
Figura 3. Ilustração do (a) princípio de neutralização do contra íon e (b) princípio de 
separação de cargas (Teunissen and Eberlin 2017).  
 
A fonte de SSI foi desenvolvida como uma alternativa à fonte de ESI, por isso 
em pouco tempo ela foi acoplada a um sistema de cromatografia líquida (Yukiko et 
al. 1996). A partir desse trabalho, outros métodos analíticos foram desenvolvidos 
usando o sistema de LC-SSI-MS, sendo aplicado a várias áreas, como por exemplo, 
química ambiental (Mortier et al. 2002), (Mavroudakis et al. 2017), farmacologia, 
toxicologia (Arao et al. 2002), alimentos (Wang et al. 2007) e produtos naturais  
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(Chen, et al. 2005).  A fonte de SSI é tão ou mais eficiente que o ESI por fornecer 
uma ionização mais branda, sem uso de alta voltagem e temperatura. Torna-se mais 
sensível ao produzir espectros com menos interferentes.  
 
A fonte de SSI é uma alternativa mais branda em relação à ionização por ESI.  
Ela é capaz de analisar compostos que não são observados ou são pouco usando o 
ESI, como por exemplo, clusters e complexos apresentadas na Figura 4.  
 
Essa propriedade é explorada em trabalhos que estudam espécies que 
possuem interações não covalentes, como síntese de complexos supramoleculares 
Figura 4 (a), (Gardner et al. 2006) e formação de clusters de amino ácidos onde é 
observada uma série dez vezes maior quando comparado ao ESI (Myung et al. 
2004) Figura 4 (b), ou ainda espécies sensíveis á alta tensão e temperatura como os 
flavonoides, apresentado num estudo sobre vinhos húngaros onde o uso de SSI 
detectou mais espécies (Kovacs, et al. 2004). 
 
 
(a) 
 
(b) 
 
Figura 4. Espécies com ionização favorecida pela ionização branda do SSI, (a) 
complexo metálico Bpa-resorcinarene (Gardner et al. 2006), (b) cluster do amino 
ácido serina com 701 unidades (Myung et al. 2004) 
  
1.3 Venturi Easy Ambient Sonic Spray  
 
Em 2011, uma nova fonte de ionização foi desenvolvida o Venturi Easy 
Ambient Sonic Spray (V-EASI) . Trata-se de uma técnica de ionização derivada do 
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SSI que usa fluxo de gás em alta velocidade para promover a separação de cargas 
de íons em solução (Santos et al. 2011). 
 
  Por sua vez na fonte V-EASI, o spray de alta pressão é promovido pelo efeito 
Venturi, que foi descoberto pelo italiano Giovanni Battista Venturi. Este efeito ocorre 
quando, em um sistema fechado, um gás ou líquido atravessa um duto em 
movimento constante e comprime-se momentaneamente ao encontrar uma restrição 
na seção do duto.  Ao passar por essa restrição o fluído tem sua velocidade 
aumentada gerando uma diferença de pressão ao longo do duto. Essa diferença de 
pressão aspira um segundo fluído que está em contato com o primeiro, conforme 
apresentado na Figura 5 (a). Na Figura 5(b) é apresentado o efeito Venturi aplicado 
à fonte V-EASI onde ao final é formado um spray em alta velocidade resultando na 
separação de cargas pelo mesmo processo que o SSI(Santos et al. 2011). 
 
 
(a) 
 
(b) 
 
Figura 5. (a) Representação do funcionamento do efeito Venturi, (b) representação 
do efeito Venturi aplicado à fonte V-EASI (Santos et al. 2011) 
 
Na Figura 6 são apresentados representações das fontes SSI e V-EASI para 
explicitar as diferenças entre as técnicas. Na Figura 6 é possível notar que a 
principal diferença entre SSI e V-EASI reside no arranjo de conexões. No caso da 
fonte V-EASI é necessário que o canal por onde flui o gás esteja conectado com o 
canal que flui a amostra para produzir o efeito Venturi. Esse efeito resulta numa 
mistura da amostra e o gás de nebulização e em colocar ambas em alta velocidade 
ainda dentro do capilar. 
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 (a) 
 
(b) 
 
Figura 6. Comparação entre as (a) fontes de ionização SSI (Hirabayashi, et al. 1994) 
e (b) V-EASI (Santos et al. 2011) 
 
Desde seu desenvolvimento, a fonte V-EASI foi pouco utilizada, sendo 
explorada em sua maior parte para análises qualitativas como análise de 
combustíveis  (Haddad et al. 2012), análise clínica de tecido tumoral (Schafer et al. 
2011), desenvolvimento de método de classificação de produtos naturais (Cabral et 
al. 2012), fármacos, drogas, proteínas, petróleo e monitoramento de reações (Santos 
et al. 2011a), (Antonakis et al. 2013),(Schwab et al. 2012), (Liu et al. 2015), (Yu et al. 
2016), (Na et al. 2014). 
 
A fonte V-EASI deriva do SSI e portanto também possui uma ionização mais 
branda que ESI. Por isso já foi usada para analisar compostos difíceis de ser 
ionizados por ESI tais como, compostos supramoleculares, que possuem ligações 
não covalentes, como clusters de aminoácidos  (Na et al. 2014) e complexos 
metálicos multinucleados (Antonakis et al. 2013), cujas moléculas estão 
apresentadas na Figura 7. 
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   (a)   (b) 
 
Figura 7. Espécies com ionização favorecida pela ionização branda do V-EASI, (a) 
complexo metálico Cu6Tb (Antonakis et al. 2013), (b) cluster de aminoácidos (Na et 
al. 2014) 
 
 A fonte V-EASI ainda tem a propriedade de ser uma fonte ambiente, que pode 
analisar amostra sem ou com pouco preparo, devido ao efeito Venturi que lhe 
confere a auto aspiração.  Por conta disso, há trabalhos que exploram essa 
propriedade para fazerem analises de monitoramento de reações online, pois, dessa 
forma são obtidos informações instantâneas e mais representativas do mecanismo 
da reação, (Santos et al. 2011), (Na et al. 2014), (Liu et al. 2015). Permite também o 
desenvolvimento de equipamentos miniaturizados e portáteis  (Hu et al. 2015), (Yu et 
al. 2016), (Schwab et al. 2012), que é uma tendência no desenvolvimento de 
instrumentação em MS para análise de amostras difíceis de coleta mas é necessário 
ter informações imediatas, um exemplo, análise de diagnósticos simultânea à 
cirurgia, (Schafer et al. 2011). 
 
Por isso fonte V-EASI possui todos os requisitos de uma interface para o 
acoplamento de LC-MS e ainda apresenta ser um acoplamento vantajoso.  Ela é 
uma fonte de ionização à pressão atmosférica e também é derivada do SSI, que já 
teve demonstrado seu acoplamento de LC-SSI-MS com sucesso e que se 
apresentou tão eficiente quanto o acoplamento LC-ESI-MS e em alguns casos com 
mais sensibilidade.  
  
 O estudo do acoplamento da técnica LC-V-EASI-MS resulta numa técnica 
analítica que possui além das vantagens da técnica de LC-MS, como análise de 
multicomponentes, informações sobre a identificação, alta sensibilidade, alta 
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seletividade, detecção universal, minimização do efeito matriz e supressão iônica, 
vantagens do LC-SSI-MS como análise de compostos sensíveis à alta tensão e 
temperatura bem como poder possibilitar o desenvolvimento de sistemas de LC-MS 
miniaturizados devido à auto aspiração da interface V-EASI. 
 
A utilização de instrumentos miniaturizados é uma tendência no 
desenvolvimento de instrumentos analíticos, por utilizar menos recursos, poder 
realizar análises in situ, obter resposta em tempo real, reduzir preparo da amostra e 
estão cada vez mais aplicadas em análises forense, ambientais, segurança 
alimentar e matrizes biológicas (Asensio-Ramos et al. 2009), (Ohla and Belder 
2012), (Nazario et al. 2015), (Hoffmann and Jackson 2015), (Galuszka, Migaszewski 
and Namiesnik 2015), (Escobar-Arnanz and Ramos 2015). 
 
Portanto este trabalho é o primeiro estudo do desenvolvimento da técnica de 
LC-V-EASI-MS onde é apresentado o conceito da técnica e discute suas aplicações 
através do desenvolvido de um método de determinação de bixina um composto de 
relevância econômica e sensível à temperatura e alta tensão. 
1.4 Urucum e Bixina 
 
Nas últimas décadas a produção de urucum (Bixa orellana L.) no Brasil 
aumentou mais de 10 vezes, saindo de uma produção de 1200 toneladas em 1987 
para atingir seu máximo em mais de 14000 toneladas em 2015. Esta produção o 
Brasil o maior, consumidor, produtor e exportador mundial de suas sementes e do 
seu principal corante natural, a bixina. O Brasil lidera a produção mundial produzindo 
39% de todas as sementes de urucum do mercado, seguido pelo Peru, Costa do 
Marfim, Gana e Kenya, o gráfico com a representação de todos os produtores está 
apresentado na Figura 8, (O URUCUM, 2017) 
 
28 
 
 
 
 
 
Figura 8. Distribuição da produção Mundial de sementes de urucum ano base 2015, 
(O URUCUM, 2017) 
 
 A crescente oferta de urucum no mercado internacional vem do 
estabelecimento de legislações mais rigorosas para os corantes alimentícios 
artificiais, sobretudo nos países desenvolvidos da Europa e nos Estados Unidos. Isto 
gera sua substituição por corantes naturais e atóxicos, como a bixina, principal 
pigmento da semente do urucum, (Montes et al. 2005).  
 
 O maior mercado consumidor dos corantes de urucum é a indústria de 
alimentos, onde ele é comercializado como colorífico, aditivo alimentar em derivados 
lácteos como queijos, manteigas, iorgutes e margarinas. Também é adicionado em 
produtos derivados de carne como salsichas, salames, defumados; derivados de 
pescados; molhos de salada, cereais, caramelos, sorvetes, achocolatados, 
refrigerantes e licores (Massarani, Passos and Barreto 1992). 
 
 Há vários outros mercados consumidores dos corantes do urucum. A indústria 
de cosméticos emprega os pigmentos na formulação de bronzeadores, maquiagem, 
tintura, xampus e sabonetes. Na indústria têxtil é utilizado para tingir algodão, lã e 
especialmente a seda. Na indústria de couro para fabricação de tintas, vernizes e 
graxas para sapato e ceras para pisos (CARVALHO, 1990).   
 
 As sementes de urucum apresentam pigmentos de coloração amarelo 
avermelhada, atribuída à presença dos carotenoides bixina e norbixina. A bixina está 
primariamente presente como cis-bixina, contudo, trans-bixina, trans-norbixina e cis-
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norbixa também são carotenoides encontrados nas sementes, suas estruturas 
moleculares estão apresentadas na Figura 9.  
 
 
 
(a) cis-bixina C25H30O4 
 
 
( c ) cis-norbixina C24H28O4 
 
 
(b) trans-bixina C25H30O4 
 
 
( d ) trans-norbixina C24H28O4 
 
Figura 9.  Estrutura Molecular dos principais carotenoides do extrato de urucum 
(Bixa orellana L.) (a) cis-bixina, (b) trans-bixina, (c) cis-norbixina, (d) trans-norbixina  
 
A cis-bixina é solúvel em vários solventes orgânicos e fornece uma coloração 
laranja, entretanto, é altamente insolúvel em óleos vegetais. Em função da sua 
instabilidade, a cis-bixina pode ser facilmente convertida no isômero trans - sua 
configuração mais estável, com propriedades similares à forma cis. O isômero trans 
apresenta uma coloração vermelha em solução e é solúvel em óleos vegetais. Sob 
condições específicas de temperatura e pH, a bixina pode ser convertida em sua 
forma solúvel em água (cis-bixina), isto é, convertida em ácido dicarboxílico (Scotter 
2009). 
 
Além da conversão dos compostos já citados, a bixina ainda possui 
instabilidade térmica, à luz e oxidativa, podendo gerar como produtos de 
degradação, carotenoides de cadeia menores, de 9 a 17 carbonos. Isso se deve ao 
fato da bixina ser um polieno, um composto com múltiplas insaturações. Apesar 
disso existem na literatura vários métodos de identificação e quantificação 
empregando distintas técnicas analíticas, como a cromatografia líquida de alta 
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performance (HPLC do inglês high performance liquid cromatography)  (Lancaster 
and Lawrence 1996, Rouseff 1988), espectroscopia UV-VIS (UV-VIS) (Zechmeister 
1960, Reith and Gielen 1971), ressonância magnética nuclear (do inglês Nuclear 
Magnetic ResonanceNMR) (Kelly et al. 1996, Barber et al. 1961, Pattenden, Way 
and Weedon 1970) e espectrometria de massas.  
 
2. Objetivo e Justificativas 
 
O objetivo desse trabalho é a prova de conceito da técnica de LC-V-EASI-MS 
através do desenvolvimento e validação de método de determinação de bixina. A 
escolha do desenvolvimento de método analítico vem do grande uso da técnica de 
LC-MS para métodos analíticos e por possibilitar a avaliação das vantagens do 
acoplamento nos diversos parâmetros analíticos como seletividade, limites de 
detecção e quantificação, linearidade, efeito matriz, precisão e exatidão.  
 
A escolha da bixina como analito deve-se a sua instabilidade química, o que 
permite evidenciar, através deste trabalho, os ganhos em parâmetros como limite de 
detecção e quantificação através do uso de uma fonte de ionização branda. Esse 
mesmo comportamento pode ser observado em estudos de desenvolvimento de 
métodos analíticos usando sua antecessora, a fonte SSI como interface para a 
técnica de LC-MS. 
 
Além das justificativas acima a técnica LC-V-EASI-MS é inédita, este é o 
primeiro estudo da fonte V-EASI como interface para a técnica de LC-MS. Apesar da 
fonte V-EASI ser sucessora da fonte SSI, ela possui diferenças como a presença da 
pressão negativa devido ao efeito Venturi na saída da coluna, a mistura do gás de 
nebulização com a solução e a mesma entrar em alta velocidade ainda dentro do 
capilar. Portanto faz-se necessário avaliar a eficiência da técnica LC-V-EASI-MS e 
suas vantagens para os diferentes parâmetros analíticos, para o desenvolvimento de 
novos acoplamentos e miniaturização de equipamentos analíticos.  
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3. Materiais e Métodos 
3.1 Materiais 
3.1.1  Equipamentos e Acessórios 
 
Para o desenvolvimento, otimização, validação do método analítico e análise 
das amostras de sementes de urucum, foi desenvolvido no laboratório um sistema 
de LC-MS utilizando bomba cromatográfica manual e isocrática Waters 510, fonte de 
ionização V-EASI desenvolvida no laboratório, espectrômetro de massas com 
analisador de massas monoquadrupolar Shimadzu LCMS – 2010 EV e coluna para 
HPLC do tipo C18, Purospher STAR RP-18 endcapped, tamanho de partícula 5 µm, 
100x200 mm. 
 
Para a avaliação da seletividade foi utilizado um espectrômetro de massas de 
alta resolução com analisador de massas orbitrap Q-Exactive Thermo Scientific, e 
para a avaliação da exatidão foi utilizado um cromatógrafo líquido de ultra eficiência 
(UPLC do inglês ultra performance liquid cromatography) Waters Acquity UPLC H 
Class Plus. 
 
Na Figura 10 está apresentado o sistema LC-VEASI-MS desenvolvido no 
laboratório para realizar a prova de conceito de que a fonte V-EASI é compatível 
com a cromatografia líquida e pode ser usada para o desenvolvimento de métodos 
de quantificação, como uma alternativa de ionização mais branda ao ESI.  
 
Na Figura 10 é apresentado um injetor mecanizado, Figura 10.4, onde é 
injetada a amostra que é bombeada para a coluna, Figura 10.2, pela bomba 
cromatográfica Manuel e isocrática Waters 510, Figura 10.3. Após a separação pela 
coluna a solução da amostra passa pela fonte V-EASI, Figura 10.1, e então 
analisada pelo analisador, Figura 10.5.  
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Figura 10. Acoplamento de Cromatografia Líquida à Fonte V-EASI. 1 Fonte V-EASI; 
2 Coluna C-18; 3 Bomba Cromatográfica isocrática; 4 Injetor Mecanizado; 5 
Analisador de Massas Monoquadrupolo. 
 
Para o preparo das amostras foram utilizadas: uma balança analítica 
Sartorius, sistema de banho ultrassônico Unique Cleaner 1850 A e filtros de 
membrana 0,45 µm Millipore Millex – HV.  
3.1.2 Reagentes e Padrões 
Para a extração das amostras foram utilizados os solventes grau HPLC 
propanona, metanol (Merck) e água ultrapurificada Milli-Q. Para o desenvolvimento 
do método,  foram utilizados os solventes grau HPLC propanona, metanol, etanol e 
acetonitrila (Merck), também foram utilizados os padrões de bixina (Sigma Aldrich) e 
ácido láurico. Como modificadores foram utilizados ácido acético e ácido fórmico 
(Sigma Aldrich). 
 
 
3.1.3 Amostras  
 
As sementes de urucum foram coletadas no mês de agosto de 2015 de 8 
propriedades diferentes da região de Monte Castelo – SP (Latitude: 21º 17’ 58” S e 
Longitude: 51º 34' 07" W). De cada uma das 8 propriedades, foi fornecida uma 
quantidade de, aproximadamente, 400 g de semente de urucum, dentre os quilos 
coletados. Cada alíquota foi embalada, em sacos plásticos metalizados de poliéster 
1 
2 
3 
4 
5 
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na parte interna e revestida na parte externa por polietileno, mantidas a vácuo para 
posteriores análises 
3.2  Validação do método Analítico  
 
O processo de validação busca avaliar se um determinado método analítico é 
confiável. De acordo com a ANVISA, pode-se definir como “a validação deve 
garantir, que o método atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando 
a confiabilidade dos resultados”. Para tanto as figuras de método propostas estão 
descritas a seguir: seletividade, limite de quantificação e de detecção, linearidade, 
efeito matriz, precisão e exatidão, baseados em guias de validação nacionais e 
internacionais (Ribani et al. 2004), (FDA 1996), (ANVISA 2003).  
3.2.1 Seletividade 
 
Em LC-MS, a seletividade é avaliada analisando os produtos de fragmentação 
do padrão e do analito de interesse em uma amostra. (Kruve et al. 2015). Contudo, o 
sistema utilizado para o desenvolvimento do método foi o acoplamento do 
cromatógrafo a líquido com analisador de massas monoquadrupolar, que fornece 
apenas informações sobre o tempo de retenção e a razão massa carga (m/z) do íon 
com resolução unitária. O que pode incertezas se outros compostos de mesma m/z 
poderiam coeluir com a bixina. 
 
 Portanto, para avaliar a seletividade, associou-se o sistema de cromatografia 
ao espectrômetro de massas de analisador orbitrap, Q-Exactive Thermo Scientific, 
capaz de analisar a massa exata com resolução de 140.000 e, assim, responder se 
há outros compostos de mesma m/z coeluindo com a bixina (m/z 393), pois a com a 
determinação da massa exata é possível inferir sobre a fórmula molecular do analito, 
uma informação de maior especificidade.  
 
3.2.2 Limite de Detecção e de Quantificação 
 
Para avaliar os limites de detecção e quantificação do método proposto de 
LC-V-EASI-MS, foi utilizada uma metodologia baseada nos parâmetros da curva 
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analítica analisando três soluções independentes do branco, solução de fase móvel 
apenas com o padrão interno, calculando sua estimativa do desvio padrão e sua 
razão com sensibilidade da curva analítica. 
3.2.3 Linearidade 
 
O método utilizado para avaliar a linearidade foi o da padronização interna. 
Ele consiste na utilização de um padrão interno, uma espécie de concentração 
conhecida e constante, com características semelhantes a do analito e adicionada 
numa concentração conhecida em todas soluções e amostras analisadas. Com o 
sinal do padrão interno é feito a razão com o sinal do padrão de interesse, para 
minimizar os erros aleatórios presentes no sinal do analito e do padrão interno. Essa 
relação é representada em função da concentração do padrão de interesse 
resultando na curva analítica de padronização interna. 
 
A padronização interna é indicada para métodos que tenham a necessidade 
de minimizar pequenas variações externas ao sistema como, temperatura da coluna, 
variações na injeção, entre outras, como é o caso do sistema LC-V-EASI-MS 
desenvolvido no laboratório. Para tanto foi utilizado o padrão interno ácido láurico 
devido a ele ter o mesmo processo de ionização que a bixina e possuir uma cadeia 
carbônica menor, o que faz com que ele interaja menos e tenha um tempo de 
retenção menor que a bixina. 
3.2.4 Efeito Matriz 
 
Em espectrometria de massas, a presença de outros compostos coeluindo 
com o composto de interesse pode suprimir ou aumentar seu sinal, o que 
compromete a detectabilidade do método devido a supressão iônica durante o 
processo de ionização da amostra. No caso de um método analítico, a coeluição de 
outros compostos pertencentes à matriz com o analito, pode suprimir seu sinal, por 
isso é avaliado se há e o quão representativo é o efeito matriz.  
 
Portanto, para avaliar esse parâmetro, foi comparada a sensibilidade de uma 
curva da solução padrão de bixina com a sensibilidade de uma curva no extrato, 
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pelo método de adição de padrão, que consiste na adição de amostra em 
quantidades constantes e conhecidas e da adição de padrão de bixina em 
concentrações crescentes. 
3.2.5 Precisão 
 
Para avaliar a precisão foram analisadas 10 soluções independentes de 
solução de bixina com concentração no centro da curva. Esse método foi utilizado 
pois o método proposto foi aplicado à amostras com concentração de mais de 10 
vezes maior que a faixa de trabalho da curva analítica utilizada sendo necessário 
sua diluição. Portanto, foi possível diluir a amostra até uma concentração próxima ao 
centro da curva.   
3.2.6 Exatidão 
 
Para avaliar a exatidão foi utilizado o método de comparação com o método 
oficial. Esse método é indicado para avaliar em casos de falta de materiais de 
referência certificados e de amostras que não tenham o analito de interesse. 
Portanto, os 8 lotes de amostras foram misturados e analisadas 6 alíquotas 
independentes do extrato dessa mistura, em triplicata, pelo método proposto e pelo 
método oficial de cromatografia líquida (JECFA 2006). Após obtenção dos dois 
conjuntos de dados, ambos foram comparados pelo teste t pareado, teste estatístico 
de hipótese, que avalia se os dois conjuntos de dados são estatisticamente iguais.  
3.3  Métodos 
3.3.1 Preparo dos Padrões 
Foram preparadas soluções contendo de 0 a 10 mg L-1 de padrão de Bixina, 
com 10 mg L-1 de ácido láurico (padrão interno), diluídas em solução de metanol 
com 0,05% (v/v) de ácido acético. O procedimento de preparo consistiu na diluição 
de 1 mg do padrão de bixina em 1 mL de propanona, seguida de diluição para 
preparo de solução estoque de 100 mg L-1. A partir dessa solução foram preparadas 
as soluções de concentração de 0 a 10 mg L-1 de bixina, contendo 10 mg L-1 de 
ácido láurico e com 0,05% de ácido acético, em solvente metanol. As diluições foram 
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realizadas usando micropipetas de diferentes volumes, com escala de 10,0 a 1000 
μL (GILSON). 
3.3.2 Ajustes do Analisador de Massas  
 
O analisador de massas foi ajustado para operar no modo negativo, com 
pressão da fonte em 6 bar, temperaturas de 250 °C para o analisador e 250 °C para 
o bloco e com voltagem do detector de 1,50 kV. A detecção foi realizada por 
monitoramento de íon selecionado (modo SIM, do inglês selected ion monitoring), 
com seleção de m/z 199, referente ao ácido láurico usado como padrão interno, e 
m/z 393, referente à bixina.  
3.3.3 Processamento dos Dados 
 
Os dados adquiridos no espectrômetro de massas com analisador 
monoquadrupolar LC-MS 2010 Shimadzu foram processados no software LCMS 
Solutions 2002, onde foi realizado o cálculo da integração dos picos cromatográficos 
para a avaliação dos parâmetros limites de detecção e quantificação, linearidade, 
efeito matriz, precisão, exatidão e análise das amostras.  
 
Por sua vez, os dados adquiridos no espectrômetro de massas com 
analisador orbitrap, Q-Exactive Thermo Scientific, foram processados no software 
Xcalibur 2.248 para avaliação da seletividade. Os dados adquiridos no UPLC Waters 
Acquity UPLC H Class Plus, para avaliação da exatidão, foram processados no 
software Empower 3. Para realização dos cálculos dos parâmetros analíticos e da 
análise das amostras foi utilizado o software Microsoft Excel 2010.  
 
3.4 Análise das Amostras 
3.4.1 Preparo das Amostras 
 
A partir dos lotes recebidos de cada produtor, foram obtidas três alíquotas, 
contendo em média 300 mg de cada lote, através de um método adaptado do 
manual de boas práticas da indústria de alimentos (FAO and IFIF 2010). Essas 
37 
 
 
 
alíquotas foram extraídas por meio de extração líquido-sólido, usando uma solução 
de 4 mL de solução de acetona, metanol e água na proporção 50:40:10 (v/v/v) 
respectivamente. Na proporção líquido-sólido, solução extratora e semente, 9:1 (v/m)  
por quatro ciclos de extração usando ultrassom por 10 min e avolumando para um 
balão de 25 mL, um processo adaptado da literatura (Chiste et al. 2011). 
4. Resultados e Discussão 
4.1 Desenvolvimento e otimização do método analítico  
 
No desenvolvimento do método analítico foi utilizado o método de 
padronização interna. Para encontrar o composto a ser utilizado como padrão 
interno, foram testados ácidos graxos, com cadeias carbônicas de seis até dezesseis 
carbonos, buscando a espécie cujo o tempo de retenção fosse anterior ao tempo de 
retenção do analito, a bixina, e posterior ao tempo de retardamento, reduzindo o 
efeito da supressão ocasionado pela competição na ionização durante a coeluição 
de compostos na fonte de ionização. 
 
Os ácidos graxos foram testados por possuírem características de ionização 
semelhantes à bixina. Ambos compostos possuem um grupo carboxílico em sua 
cadeia, e ainda são de baixo custo. Com esses testes foi selecionado o ácido 
láurico, um ácido graxo com cadeia de 12 carbonos.   
 
 
 
 
Figura 11. Estrutura Molecular do Ácido Láurico usado como Padrão Interno 
 
Para a escolha da fase móvel foram testados os solventes, água, acetonitrila, 
acetona, metanol e etanol tanto puros quanto em misturas. A fase móvel obtida 
como condição ótima, isto é, com menor tempo e melhor resolução e simetria dos 
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picos, foi a condição com 100% de Metanol e vazão de 1 mL/min, devido à maior 
solubilidade de bixina em metanol.  
 
Ainda foi avaliada a utilização de modificadores adicionados à fase móvel 
como acetato de amônio, ácido fórmico, ácido acético e sem modificadores. Foi 
obtida como melhor condição 0,05 % (v/v) de ácido acético (pka 4,75), pois foi obtida 
a melhor resolução dos picos em pH ácido com modificador com pka próximo do pka 
da bixina (pka 5,01), como é o caso do ácido acético. Essa condição, onde se usa 
um modificador de força intermediária, que mantem a bixina na forma molecular na 
separação, faz com que separação cromatográfica da bixina seja mais eficiente 
devido a melhor interação com a fase estacionária, otimizando seu sinal e 
possibilitando sua ionização no modo negativo pela fonte V-EASI.  
 
No método otimizado, foi obtido tempo de retardamento de 2,1 min, medindo 
o tempo de eluição de uma solução padrão de uracila, o padrão interno, ácido 
láurico, foi identificado m/z 199, eluindo 3,8 min, e a bixina com m/z 393, eluindo em 
4,4 min, cromatograma apresentado na Figura 12. Dessa forma, foram obtidos os 
tempos de retenção e tempos de retenção relativos de cada composto apresentados 
na Figura 12. Portanto foi possível desenvolver e otimizar um método cromatográfico 
utilizando o sistema  LC-V-EASI-MS. 
 
Figura 12. Cromatograma obtido para a quantificação de bixina em extrato de 
urucum por LC-MS usando fonte V-EASI, analisador monoquadrupolo, com metanol 
e ácido acético 0,05 % (v/v) como fase móvel, onde o cromatograma vermelho 
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refere-se ao padrão bixina e o cromatograma preto refere-se ao padrão de ácido 
láurico. 
4.2  Validação 
 
Mesmo demonstrando ser possível desenvolver um método analítico com o 
sistema LC-V-EASI-MS, foi necessário realizar sua validação analítica para ser 
considerado um método confiável, ou seja, realizar sua confirmação através de 
testes e evidências estatísticas de que o método atende aos requisitos analíticos, 
como seletividade, linearidade, precisão, exatidão, limites de detecção e de 
quantificação, e efeito matriz (Ribani et al. 2004), (FDA 1996), (ANVISA 2003). A 
seguir são apresentado os resultados do método de validação proposto, os dados 
obtidos para realização dos cálculos são apresentados no Anexo 1.  
 
4.2.1 Seletividade  
 
A seletividade avalia o grau de interferência de outras espécies no método 
analítico. Este é o primeiro parâmetro de validação a ser avaliado, pois ele pode 
interferir em todos os demais parâmetros.  
 
Os cromatogramas apresentados nas Figuras 13 e 14 são referentes às 
corridas do padrão de bixina e do extrato de urucum respectivamente. Através deles 
é possível notar que ambos possuem um mesmo pico para a faixa de massa exata 
entre m/z 393 e m/z 394 no mesmo tempo de retenção, 4,4 min. 
 
Avaliando os espectros de massas de ambos os picos cromatográficos, 
apresentados na Figura 15 e 16, padrão e extrato de urucum, referentes ao tempo 
de retenção de 4,4 min, verfica-se que ambos possuem o mesmo espectro de 
massas, ambos com a mesma massa exata de 393,207 m/z referente a massa exata 
da bixina. 
 
É pertinente observar que no cromatograma do íon extraído, Figura 14, 
referente ao conjunto de amostras, há um pico de intensidade maior quando 
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comparado ao cromatograma do padrão, Figura 13. Ao avaliar o espectro desse pico 
cromatográfico é observado um sinal de m/z 393,207 o que pode ser inferido que o 
conjunto de amostras analisados possuem em maior proporção o isômero trans-
bixina, apresentado na Figura 9 (b), da bixina em relação ao padrão. 
 
A vantagem do método de separar os isômeros cis-bixina e trans-bixina pode 
ser útil em análises de conversão da cis-bixina em trans-bixina bem como pode ser 
usada como medida da degradação de cis-bixina em trans-bixina.  
 
Dessa forma, o método proposto possui apenas um único composto com as 
propriedades de tempo de retenção de 4,4 min e com m/z 393, portanto não há 
interferentes no método de LC-V-EASI-MS estudado. Isso indica que mesmo não 
obtendo os produtos de fragmentação do íon de m/z 393 foi possível obter 
seletividade no método usando um analisador quadrupolar de resolução unitária. 
Portanto a fonte V-EASI pode oferecer seletividade em métodos de LC-MS. 
  
Figura 13. Cromatograma do íon Extraído do padrão de Bixina no sistema LC-MS V-
EASI Q-Exactive na faixa de m/z de 393 a 394   
 
Figura 14. Cromatograma do íon Extraído do extrato de amostras de Urucum no 
sistema LC-MS V-EASI Q-Exactive na faixa de m/z de 393 a 394   
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Figura 15. Espectro em alta resolução do padrão de bixina no sistema LC-MS V-
EASI Q-Exactive na faixa de m/z de 393 a 394 
 
  
 
Figura 16. Espectro em alta resolução do extrato de amostras de Urucum no 
sistema LC-MS V-EASI Q-Exactive na faixa de m/z de 393 a 394 
 
4.2.2 Limites de Detecção e de Quantificação 
O limite de detecção (LD) representa a menor concentração da espécie de 
interesse que pode ser detectada, enquanto que o limite de quantificação (LQ) 
representa a menor concentração da espécie de interesse que pode ser medida com 
precisão e exatidão, sendo que ambas figuras de mérito podem ser calculadas a 
partir das Equações 1 e 2 obtendo os valores apresentados na Tabela 1 (Miller 
2010). 
Equações 1 e 2. Limite de detecção e quantificação respectivamente, onde s é o 
desvio padrão do branco e S é a sensibilidade da curva. 
 
       
 
 
                        
 
 
         1 2 
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Os métodos de análise de bixina por LC-ESI-MS da literatura possuem LD e LQ de  
aproximadamente, 0,2 e 0,5 mg L-1, (Noppe et al. 2009), (Chiste et al. 2011)  valores 
dez e sete vezes maiores aos valores obtidos para LD e LQ respectivamente para o 
método de LC-V-EASI-MS, conforme apresentado na Tabela. Isso se deve ao 
processo de transferência de íons em solução para a fase gasosa pelo efeito Venturi 
não utilizar nenhuma fonte adicional de energia, nem calor, nem elétrica, como é o 
caso do ESI e que, portanto, resulta na fragmentação da bixina na fonte de ESI. 
 
Tabela 1. Limites de detecção LD e limite de quantificação LQ para o método de 
análise de bixina por LC-V-EASI-MS 
 LD / mg L
-1
 LQ/ mg L
-1
 
LC-V-EASI-MS O,02 0,07 
LC-ESI-MS 0,2 0,5 
 
Para evidenciar a melhor detectabilidade do método de LC-V-EASI-MS em 
relação ao método de LC-ESI-MS em função do efeito Venturi, foram realizadas 
análises no modo SIM, selecionando o íon de m/z 393, e no modo de varredura na 
faixa de m/z 50 a 500, ambas por infusão direta da mesma solução e mesmo volume 
de injeção, utilizando a fonte de ionização V-EASI e a fonte de ESI.  
 
Os cromatogramas das análises no modo SIM estão apresentados na Figura 
17. Através deles é possível notar que, usando V-EASI, a intensidade do sinal é 
cerca de 10 vezes maior. Através dos espectros no modo de varredura apresentados 
na Figura 18 e 19 é possível entender a razão da redução de sinal usando a fonte de 
ESI. É notável a presença de produtos de fragmentação tão intensa que tais 
fragmentos juntos representam mais de 40% da intensidade relativa do íon de 
bixina, esses produtos estão apresentados na Tabela 2. Isso ocorre, pois a bixina é 
um polieno sensível à alta voltagem e temperatura.  
 
Enquanto que no espectro de varredura da solução padrão de bixina ionizada 
pela fonte V-EASI, o espectro é muito mais limpo com a presença de apenas um 
produto de fragmentação de intensidade relativa de 5%, apresentado na Tabela 3, 
mesmo sendo uma das fontes mais brandas dentre as fontes de transferência de 
íons em solução para a fase gasosa. 
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Portanto, a utilização do efeito Venturi é eficiente em sua ionização bem como 
se apresenta com ganhos em detectabilidade por ser uma ionização mais branda em 
relação ao ESI e assim ter menos interferência de outras espécies, sobretudo de 
produtos de degradação.  
 
Figura 17. Cromatogramas para o íon 393 m/z no modo SIM por infusão direta de 
uma solução padrão de bixina usando (a) fonte ESI e (b) Fonte V-EASI  
 
 
Figura 18. Espectro de varredura na faixa de 50 a 500 m/z de solução padrão de 
bixina por infusão direta usando fonte ESI  
(a) (b) 
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Figura 19. Espectro de varredura na faixa de m/z 50 a 500 de solução padrão de 
bixina por infusão direta usando fonte V-EASI  
 
Tabela 2.  Atribuição dos produtos de fragmentação aos íons referentes ao espectro 
de varredura na  faixa de m/z 50 a 500 de solução padrão de bixina por infusão 
direta usando fonte ESI  
 
Íon (m/z) Fórmula 
Molecular 
Estrutura Molecular Intensidade 
Relativa 
 
392,9 
C25H29O4
- 
 
100% 
 
349,3 
C24H29O2
- 
 
22% 
255,4 C17H19O2
- 
 
18% 
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Tabela 3.  Atribuição dos produtos de fragmentação aos íons referentes ao espectro 
de varredura na  faixa de m/z 50 a 500 de solução padrão de bixina por infusão 
direta usando fonte V-EASI  
 
Íon 
(m/z) 
Fórmula 
Molecular 
Estrutura Molecular Intensidade 
Realativa 
 
392,9 
C25H29O4
- 
 
100% 
 
349,3 
C24H29O2
- 
 
5% 
 
4.2.3 Linearidade 
 
A linearidade de um método é sua capacidade de gerar resultados 
diretamente proporcionais à concentração da espécie de interesse. O método 
escolhido foi a padronização interna, pois usando um padrão interno os erros de 
interferências externas, como variação da temperatura da coluna, variação do 
volume de injeção podem ser corrigidos. 
 
A linearidade do método foi determinada na faixa de concentração de 0,07 mg 
L-1 a 10 mg L-1 , utilizando seis níveis de concentração, sendo que a curva analítica 
estão apresentada na Figura 20. A concentração de padrão interno, ácido láurico 
m/z 199, foi de 10 mg L-1 pois  nessa concentração seu sinal possui intensidade 
próxima ao sinal do íon m/z 393 referente a bixina na concentração do centro da 
curva de 5,0 mg L-1 . 
 
Para avaliar a presença de valores anômalos,  foi utilizado o Teste t de 
Student, Equação 3, que avalia se um determinado valor segue a distribuição normal 
de variância aleatória. Dessa forma, foi verificado dois pontos da curva como 
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anômalos, de um total de 18 pontos, representando 11% do total de pontos, 
percentual aceitável pelos guias de validação. A curva analítica está apresentada na 
Figura 20, os coeficientes da regressão linear estão apresentados na Tabela 4, o 
gráfico de resíduos, que representa a dispersão da variância ao longo dos níveis da 
curva, está apresentado na Figura 21 (Miller 2010). 
 
Equação 3. Teste t, onde x é o valor avaliado,   é a média, s desvio padrão e n é o 
número dos valores avaliados  
  
   
 
√ 
 
Tabela 4. Coeficientes para a curva analítica para avaliação da linearidade 
 
Coeficiente angular (a) Coeficiente linear (b) Coeficiente de correlação (R)  
3,4223 -0,1301 0,993 
 
 
 
Figura 20. Curva analítica para método de quantificação de Bixina em Extrato de 
Urucum por LC-MS usando Fonte V-EASI e analisador Monoquadropolo na faixa de 
0,07 a 10,0 mgL-¹ .  
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Figura 21. Gráfico de resíduos para método de quantificação de Bixina em Extrato 
de Urucum por LC-MS Usando Fonte V-EASI e Analisador Monoquadrupolo 
 
Para avaliar se a variância da curva de calibração possui uma distribuição 
normal, ou seja, se a variância está distribuída de forma homogênea em toda a faixa 
de trabalho, sendo a única fonte de erros na curva os erros aleatórios, foi utilizado o 
teste de Levene apresentado na Equação 4 (James Miller 2010). 
 
Equação 4. Teste de Levene, onde dj é a média do módulo da diferença entre o j-
ésimo resíduo e a mediana do grupo, n é número de observações de cada grupo, Sp 
é a variância combinada de cada um dos grupos. 
 
         
       
√ 
 
  
 
 
  
   
 
 
 
Na Tabela 4 é apresentado o valor do coeficiente de correlação com valor de 
0,993, aceitável para os guias de validação utilizados. Usando o teste de Levene foi 
possível avaliar como homocedástica a curva, obtendo um valor de tl de 1,433, 
enquanto que o valor crítico é de t17 é 2,120.  Portanto o efeito Venturi pode produzir 
resultados com linearidade dentro do aceitável pelos guias de validação. 
4.2.4 Efeito Matriz 
 
O efeito matriz avalia se os compostos da matriz do analito de interesse 
podem interferir na intensidade e qualidade do seu sinal. Esse parâmetro tem 
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relevância em especial na espectrometria de massas, pois mesmo compostos com 
m/z diferentes, mas com mesmo tempo de retenção, podem interferir na intensidade 
do sinal do analito de interesse devido ao efeito da supressão iônica, onde 
compostos mais ionizáveis podem suprimir a intensidade dos menos ionizáveis 
quando ionizados simultaneamente. 
 
Para avaliar esse efeito foram obtidas e comparadas duas curvas analíticas: 
uma diluindo o padrão na fase móvel e outra na solução do extrato de urucum. Foi 
avaliado se elas foram paralelas entre si visualmente paralelas bem como a relação 
entre seus respectivos coeficientes angulares. As curvas avaliadas estão 
apresentadas na Figura 22 e os coeficientes das respectivas regressões lineares na 
Tabela 5.    
 
Tabela 5.  Coeficientes para as curvas analíticas no extrato e no solvente para 
avaliação do efeito matriz 
 
Coeficiente Angular (a) Linear (b) Correlação (R)  
Curva no 
Solvente 
121398  -7468 0,995 
Curva No Extrato 123597 131975 0,999 
 
  
 
Figura 22. Curva no extrato pelo método de adição de padrão e Curva no solvente 
pelo método de padronização interna  
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Com esses dados foi possível obter o valor de sensibilidade de 123597 e 
121398 para as curvas no extrato e no solvente, respectivamente. Dessa forma, foi 
possível calcular que a relação entre elas foi de 98,2%, indicando que não há 
diferenças significativas. Adiante neste estudo, a variação do método (apresentada 
no parâmetro 4.2.5.Precisão) é maior que a variação na sensibilidade provocada 
pelo efeito matriz (4,5% e 1,8%, respectivamente). Portanto o método não pussui 
efeito matriz significativo. 
4.2.5 Precisão  
A precisão avalia a dispersão dos resultados. Foi possível avaliar a precisão 
intradia (repetições realizadas no mesmo dia) e interdia (repetições em diferentes 
dias). Dessa forma, foram analisadas dez soluções de padrão de bixina, na 
concentração de 5 mg L-1, próximo ao ponto central da curva, e padrão interno na 
concentração de 10 mg L-1, e assim obtidas a razão entre as áreas para cada 
solução. Com esses resultados foi calculado o coeficiente de variação (CV) intradia 
(repetições no mesmo dia) e interdia (repetições em dias diferentes). Os coeficientes 
determinados estão apresentados na Tabela 6. 
 
Tabela 6.  Média, estimativa do desvio padrão e CV para a avaliação da precisão 
intradia (repetições no mesmo dia) e interdia (repetições em dias diferentes) 
 Dia 1  
(n=10) 
Dia 2 
(n=10) 
Dia 3 
(n=10) 
Intradia 
(n=3) 
Interdia 
(n=30) 
Média (u.a.) 3,9 4,6 4,4 4,3 4,3 
Desvio (u.a.) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 
CV (%) 4,4  5,0 4,2 4,5 8,6 
 
 Dessa forma foi obtido CV intradia de 4,5% enquanto que o interdia foi de 
8,6%. De acordo com os guias de validações utilizados os valores obtidos são 
aceitos bem como estão de acordo com a curva de Horwitz, dada pela Equação 5, 
que para a concentração de 5,0 mg L-1 indica um valor aceitável para variação até 
12,6%. Dessa forma o efeito Venturi pode ser utilizado na determinação de bixina 
com precisão aceitável (Miller 2010). 
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Equação 5. Equação de Horwitz onde CV é o coeficiente de variação e C é a 
concentração avaliada 
             
4.2.6 Exatidão 
 
A exatidão avalia o grau de concordância entre os resultados individuais do 
método desenvolvido com valores tidos como verdadeiros. Foi avaliada a 
concordância entre análises de seis amostras reais entre o método proposto de LC-
V-EASI-MS com o método oficial de cromatografia líquida (JECFA 2006).  Os 
resultados obtidos para as amostras analisadas estão apresentados na Tabela 7.  
 
Tabela 7. Concentrações obtidas para cada extrato pelos métodos de LC-DAD 
(oficial) e LC-V-EASI-MS (proposto) 
 
 LC-DAD Concentração / mg L
-1
 LC-V-EASI-MS Concentração / mg L
-1
 
Extrato 1 4,5  +  0,7 4,6  +  0,1 
Extrato 2 3,9  +  0,4 4,0 + 1,0 
Extrato 3 3,0  +  2,0 3,6 + 0,8 
Extrato 4 3,7 +  0,3 3,7 + 0,3 
Extrato 5 5,0 + 0,3 5,0  + 1,0 
Extrato 6 5,0  +  2,0 4,1 + 0,2 
 
Para avaliar os resultados obtidos e apresentados na Tabela 7, utilizou-se o 
teste t pareado (Equação 6), verificando se os dois conjuntos de dados foram 
estatisticamente iguais. Através desse teste foi confirmado que são iguais os 
resultados, portanto o método de LC-V-EASI-MS possui exatidão em comparação 
com o  método oficial (Miller 2010). 
 
Equação 6. Equação do teste t pareado onde xj é a média do grupo j, S é o desvio 
padrão combinado e ni é o número de observações de cada grupo. 
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4.3 Análise das Amostras  
 
Com todos os parâmetros de validação avaliados, obtendo faixa linear entre 
0,07-10 mg L-1, limite de quantificação e detecção com valores de 0,07 e 0,02 mg L-
1, respectivamente, sem efeito matriz, com precisão intradia e interdia de 4,5% e 
8,6%, respectivamente. Parâmetros dentro das especificações de guias de 
validações para aditivos alimentares (FDA 1996), foi possível analisar 8 lotes de 
amostras fornecidas por diferentes produtores da região de Monte Castelo, interior 
do estado de São Paulo.  
 
Os resultados das concentrações dos extratos estão apresentados na Tabela 
8, enquanto que na Tabela 9 são apresentados os resultados em porcentagem de 
massa da semente. Os resultados encontrados estão entre 3,1% menor quantidade 
referente ao lote 8 e 4,4% referente ao lote 2. Essas concentrações estão de acordo 
com as reportadas na literatura que compreendem a faixa de 2 a 5% em média 
(Scotter 2009). 
 
Tabela 8. Concentrações de bixina em mg L-1nos diferentes extratos analisados para 
os lotes dos 8 produtores da região de Monte Castelo 
 
Lote Concentração / mg L
-1
  Lote Concentração / mg L
-1
 
1 5,2  + 0,3 5 5,4  + 0,3 
2 5,6  + 0,4 6 4,3  + 0,4 
3 4,9  +  0,5 7 4,6  + 0,2 
4 5,0  + 0,4 8 3,9  + 0,3 
 
Tabela 9. Concentrações de bixina em porcentagem em massa de semente de 
Urucum para os lotes dos 8 produtores da região de Monte Castelo 
 
Lote Concentração / % Lote Concentração / % 
1 
4,1 + 0,4 
5 
4,3 + 0,3 
2 
4,4 + 0,5 
6 
3,4 + 0,4 
3 
4,0  + 0,4 
7 
3,6 + 0,2 
4 
4,0  + 0,2 
8 
3,1 + 0,1 
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5. Conclusão 
 
Dessa forma foi possível realizar a prova do conceito do acoplamento LC-V-
EASI-MS, que faz uso do efeito Venturi no processo de transferência de íons em 
solução para a fase gasosa. Ele mostrou-se eficiente e confiável podendo ser usado 
no desenvolvimento de metodologia analítica, atendendo aos critérios de guias de 
validação. 
 
Além disso, apresenta-se como uma alternativa mais sensível quando 
comparada ao acoplamento LC-ESI-MS, sobretudo na análise de compostos 
sensíveis à alta voltagem e temperatura, como a bixina, que degradam na fonte de 
ionização reduzindo a detectabilidade do método.  
 
O LC-V-EASI-MS também se apresenta como uma alternativa ao LC-SSI-MS, 
seu antecessor, uma vez que é mais simples, de fácil instalação e sua auto-
aspiração pode ser útil no desenvolvimento de sistemas miniaturizados e portáteis 
para análises in situ uma tendência no desenvolvimento instrumental de técnicas de 
MS. 
 
6. Perspectivas  
 
Este trabalho mostra a abertura de novas perspectivas ainda a serem 
exploradas para aplicações de espectrometria de massas. Aplicações como: 
 Desenvolvimento de metodologias analíticas com melhor 
detectabilidade, sobretudo de compostos que degradam na fonte de 
ESI;  
 Desenvolvimento de novos acoplamentos e sistemas de LC-MS 
miniaturizados e portáteis para análises in situ; 
 Aplicado à ciências ômicas, investigando matrizes complexas podendo 
revelar compostos ainda não detectados ou então que antes eram 
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atribuídos como presentes na amostra mas que podem ser produtos de 
fragmentação de outros compostos. 
 
 
Figura 23.  Representação das possíveis aplicações da técnica LC-V-EASI-MS (Na 
et al. 2014), (Schafer et al. 2011). 
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8. Anexos 
8.1 Anexo 1 -  Dados obtidos para a realização dos cálculos dos 
parâmetros analíticos e da análise das amostras 
 
Limites de Detecção e Quantificação 
Tabela 10. Razão das áreas para cálculo de LD e LQ para cada análise do branco 
 
Repetições do Branco Razão das Áreas 
1 0,044 
2 0,082 
3 0,038 
 
Linearidade 
 
Tabela 11. Razão das Áreas para cada nível da curva de calibração usadas para 
avaliar a linearidade 
Ponto 
Concentração / 
mg L-1 
Razão das 
Áreas 
Ponto Concentração /  
mg L-1 
Razão das 
Áreas 
1 0 0,044 12 4 10,45 
2 0 0,082 13 6 21,81 
3 0 0,039 14 6 22,35 
4 0,5 1,42 15 6 20,59 
5 0,5 1,29 16 8 29,19 
6 0,5 1,93 17 8 27,01 
7 2 6,33 18 8 27,60 
8 2 12,92 19 10 34,67 
9 2 6,31 20 10 37,24 
10 4 11,80 21 10 31,01 
11 4 15,65    
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Tabela 12. Parâmetros Estatísticos da Regressão Linear da Curva Analítica 
Estatística de regressão 
R múltiplo 0,987 
R-Quadrado 0,974 
R-quadrado 
ajustado 0,973 
Erro padrão 2,072 
Observações 21 
 
Para avaliar a presença de valores anômalos foi realizado o Teste t de Student, 
dessa forma obteve-se que os pontos 8 e 21 da Tabela 11 eram anômalos. Assim, 
uma nova curva é apresentada na Figura 20, seu respectivo gráfico de resíduos está 
apresentado na Figura 21 e seus parâmetros estatísticos são apresentados na 
Tabela 13. 
 
Tabela 13. Parâmetros Estatísticos da Regressão Linear da Curva Analítica sem os 
pontos anômalos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Coeficientes 
Interseção 0,263 
Variável X 1 3,434 
Estatística de regressão 
R múltiplo 0,993 
R-Quadrado 0,986 
R-quadrado 
ajustado 0,985 
Erro padrão 1,483 
Observações 19 
 
Coeficientes 
Interseção -0,130 
Variável X 1 3,422 
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Efeito Matriz 
 
Tabela 14. Dados para construção das curvas pelo método de adição de padrão e 
de padronização interna utilizada para a avaliação do efeito matriz 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Concentração 
/  mg L-1 
Área da 
Bixina - 
Adição de 
Padrão 
Área do 
Padrão 
Interno 
Área da 
Bixina  -
Calibração 
interna 
Razão das 
Áreas 
Produto da área 
de bixina pela 
média do 
padrão interno 
0 118541 144373 7601 0,052648 8674 
0,5  148968 54004 0,362521 59724 
2 393716 199544 261627 1,311124 216003 
4 637572 169107 528928 3,127771 515288 
6 861236 166166 685595 4,125964 679737 
8  166825 911709 5,465062 900348 
10  158240 1220416 7,712437 1270594 
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Precisão  
 
Tabela 15. Razão entre as áreas para soluções de padrão de bixina e padrão 
interno em diferentes dias utilizadas para a avaliação da precisão 
 
Repetições Dia 1 Dia 2 Dia 3 
1 3,8 4,3 4,3 
2 3,9 4,8 4,3 
3 3,8 4,5 4,5 
4 3,5 4,5 4,4 
5 4,1 4,3 4,3 
6 3,8 4,7 4,5 
7 4,0 4,7 4,4 
8 3,8 4,9 4,8 
9 4,0 4,9 4,5 
10 4,0 4,4 4,1 
Média 3,9 4,6 4,4 
Desvio Padrão 0,2 0,2 0,2 
CV / % 4,6 5,1 4,2 
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Exatidão 
 
Tabela 16. Áreas do cromatograma para cada nível de concentração do método 
oficial de análise bixina por cromatografia líquida utilizados para a avaliação da 
exatidão 
 
Concentração / mg 
L-1 Área 
Concentração / mg L-
1 Área 
0 479 6 266623 
0 414 6 273792 
0 426 6 267184 
0,5 15515 8 362496 
0,5 16230 8 364231 
0,5 16609 8 370057 
2 84609 10 477258 
2 78242 10 463066 
2 77564 10 455986 
4 190453 
  4 185948 
  4 182474 
   
Tabela 17. Coeficientes para a regressão linear do método oficial de análise bixina 
por cromatografia líquida 
 
Coeficiente angular (a) Coeficiente linear (b) Coeficiente de correlação (R) 
46716 -5944 0,999 
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Tabela 18. Razão da áreas para a curva analítica para avaliar a exatidão pelo 
método de LC-V-EASI-MS 
 
Concentração / mg L-1 0 0,5 2 4 6 8 10 
Razão das áreas 0,05 0,34 1,25 3,38 5,15 7,13 8,77 
 
Tabela 19. Coeficientes para a regressão linear usada para avaliar a exatidão pelo 
método de LC-V-EASI-MS 
 
Coeficiente angular (a) Coeficiente linear (b) Coeficiente de correlação (R) 
0,8958 -0,1793 0,999 
 
 
Tabela 20. Concentrações em replicata para os 6 diferentes extratos pelo método 
oficial de cromatografia líquida e pelo método proposto LC-V-EASI-MS usadas na 
avaliação da exatidão 
 
 Método LC-DAD Concentração / mg L-1 Método LC-MS Concentração / mg L-1 
1 2 3 1 2 3 
Extrato 1 4,4 4,3 4,8 4,5 4,6 4,6 
Extrato 2 3,8 3,9 4,1 4,3 3,7 4,7 
Extrato 3 3,8 3,7 2,3 3,3 3,5 3,9 
Extrato 4 3,6 3,6 3,8 3,8 3,6 3,8 
Extrato 5 5,1 5,1 4,9 5,1 4,7 4,2 
Extrato 6 4,3 3,9 5,2 4,0 4,1 4,2 
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Análise das Amostras  
 
Tabela 21. Equação da Curva analítica para Análise das amostras de Bixina em 
Extratos de Urucum de diferentes produtores da região de Monte Castelo 
 
Coeficiente angular (a) Coeficiente linear (b) Coeficiente de correlação (R) 
0,6524 -0,1862 0,999 
 
Tabela 22. Concentrações de bixina em mg L-1 nos extratos dos 8 lotes de amostras 
análisadas 
 
 
1 2 3 Média Desvio CV 
Lote 1 5,1 5,3 5,1 5,2 0,1 2,7 
Lote 2 5,4 5,8 5,6 5,6 0,2 3,1 
Lote 3 4,7 5,1 4,9 4,9 0,2 4,3 
Lote 4 5,2 4,9 4,9 5,0 0,2 3,3 
Lote 5 5,3 5,6 5,3 5,4 0,1 2,6 
Lote 6 4,4 4,3 4,1 4,3 0,2 3,7 
Lote 7 4,5 4,6 4,7 4,6 0,1 1,8 
Lote 8 3,8 3,9 3,9 3,9 0,1 2,7 
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Tabela 23. Concentrações de bixina em % (m/m) nos extratos dos 8 lotes de 
amostras analisadas 
 
 
1 2 3 média desvio cv 
Lote 1 3,9 4,2 4,1 4,1 0,2 3,8 
Lote 2 4,3 4,6 4,3 4,4 0,2 4,8 
Lote 3 3,8 4,0 4,1 4,0 0,1 3,6 
Lote 4 4,0 4,0 3,9 4,0 0,1 2,1 
Lote 5 4,2 4,5 4,3 4,3 0,1 3,2 
Lote 6 3,6 3,4 3,2 3,4 0,2 5,2 
Lote 7 3,6 3,7 3,5 3,6 0,1 2,4 
Lote 8 3,1 3,1 3,2 3,1 0,1 1,7 
 
